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RESUMEN

En el presente estudio se realizd la obtencion de nanoparticulas magnéticas mediante la
precipitacion simultdnea de magnetita y quitosan en el medio acuoso. Se empelaron las muestras
de quitosan de dos marcas comerciales: Sigma-Aldrich (USA) y Coyote Foods (México).
Previamente se evalu6 el grado de desacetilacién de grupos amino de ambas muestras mediante
titulacion potenciométrica. El porcentaje de coprecipitacion de quitosan se monitored de acuerdo
al método espectrofotométrico de UV/Vis utilizando ninhidrina para la obtencion de cromoforo
de interés.

INTRODUCCION

El quitosan es un polimero derivado de la quitina, polisacarido formado a partir de monémeros
de 2-acetamido-2-deoxi-3-D-glucosa. La diferencia radica en que el quitosdn no posee
acetilaciones, siendo su mondmero la 2-amino-2-deoxi-R-D-glucosa. El quitosan y la quitina
poseen caracteristicas como biocompatibilidad, biodegradabilidad y toxicidad nula (Parada y
col., 2004), que incrementa el interés para la aplicacion de estos polimeros naturales para
sustituir a los polimeros sintéticos. La presencia de grupos amino en la estructura de quitosan lo
convierte en un biopolimero Gtil para inmovilizacién quimica de las proteinas en presencia de
aldehido glutarico como agente bifuncional. El presente trabajo forma parte del proyecto de
investigacion enfocado a la obtencion de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con quitosan
consideradas como el soporte para la inmovilizacion de fraccion proteica de vias respiratorias
porcinas enriquecida con los receptores especificos para union de virus de influenza.

El objetivo del presente trabajo en esta etapa de desarrollo del proyecto fue obtener las
nanoparticulas magnéticas mediante la precipitacion simultdnea de magnetita en presencia de
diferentes concentraciones de quitosan utilizando dos diferentes muestras comerciales de este
biopolimero previamente caracterizadas mediante la titulacion potenciométrica y monitoreadas
espectrofotométricamente.

EXPERIMENTAL

En los experimentos se utilizaron dos tipos de quitosan: 1) de bajo peso molecular de marca
Sigma- Aldrich (USA) y 2) quitosan de marca Coyote Foods (Meéxico). Todos los reactivos
aplicados en el ensayo fueron de grado analitico.

Titulacion potenciométrica

Previo a la aplicacion de quitosén en los ensayos de obtencion de nanoparticulas funcionalizadas
se realizo la determinacion del contenido de grupos amino, mediante el método descrito por
Broussignac (1968). Se utilizo la solucion de 0.5 g de quitosan en 20 ml de HCI 0.3 M. el pH de
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la solucion fue menor a 1. La titulacién se realizé monitoreando el pH en el pH-metro (marca
Conductometric) adicionando la base NaOH 0.1 M en porciones de 2 ml en la solucion de
quitosdn bajo constante agitacion. El ensayo se realizé por duplicado con cada marca de
quitosan.

Analisis espectrofotométrico

Se desarrollé una técnica a partir del método reportado por Samejina (1974) para detectar aminas
primarias mediante ensayo con ninhidrina. Para la preparacion de buffer acetato 4 M (pH
5.5+0.1) se agregaron 32.82 g de acetato de sodio a 50 ml de agua bidestilada agitando la mezcla
hasta que se disolvio el acetato de sodio (aprox. 2 h), después se agregaron 24.02 g de acido
acético aforando el contenido hasta los 100 ml con agua bidestilada.

Se disolvieron 0.05 g de quitosan en 50 ml de buffer acetato para obtener una solucion de 1000
ppm, a partir de esta solucion se prepararon muestras con concentraciones de 20, 50, 100, 200 y
300 ppm. La ninhidrina fue preparada utilizando 0.5 g de ninhidrina en 25 ml de EtOH 70%. Se
adicionaron alicuotas de 2.5 ml de cada solucion de quitosan en tubos con tapon de rosca y se les
agrego 0.5 ml de solucion de ninhidrina, se taparon los tubos y se sometieron a agitacion en
vortex durante 15 s, después fueron colocados en agua a 99-100°C durante 30 min. Las muestras
se enfriaron durante 30 minutos mas y después fueron leidas en espectrofotometro a una longitud
de onda de 570 nm, utilizando como blanco una solucion de 2.5 ml de buffer de acetato con 0.5
ml de ninhidrina. En la Figura 1 se muestran las curvas de calibracion obtenidas con el quitosan
marca Sigma y Coyote Foods, respectivamente.
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Figura 1. Curvas de calibracion, obtenidas con el quitosan marca Sigma (derecha) y
marca Coyote Foods (izquierda) mediante el ensayo con ninhidrina. Se muestran la
R?y las ecuaciones de las funciones lineales correspondientes a cada caso.

Obtencion de nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas de magnetita con quitosan fueron preparadas con un método previamente
reportado por Hritcu y col. (2008) utilizando diferentes concentraciones de quitosan (0.005 y
0.01 g/ml) de marca Sigma y de marca Coyote Foods para el proceso de coprecipitado. En
matraces por separado se prepararon dos soluciones de 100 mL, una de FeCl;.6H,0, 0.2 My la
otra de FeCl,.4H,0, 0.32 M. Enseguida, se mezclaron en un reactor de 500 mL de vidrio,
enchaquetado y provisto con agitacién mecanica, se inicia la agitacion y se eleva la temperatura
a 50 °C. La velocidad de agitacion debe ser con la intensidad suficiente como para permitir la
integracién de las soluciones y una buena distribucion del calor suministrado a la mezcla. A la
mezcla se agrego el quitosan en cantidad suficiente para obtener la concentracion deseada.
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Luego, se agregd una solucién acuosa de NH4,OH al 25 % p/v. Al iniciar la dosificacion la
temperatura se mantuvo en 50°C, pero la agitacion fue incrementada apreciablemente. Al
término de la dosificacién se dieron 30 min adicionales de reaccion. Las nanoparticulas de
magnetita fueron recuperadas con magneto. A los sobrenadantes resultado del coprecipitado se
les determind la concentracion de quitosan utilizando ensayo con ninhidrina descrito
previamente diluyendo las muestras en 25 veces antes de someterlas en la reaccion con
ninhidrina. La concentracién se calculd utilizando la curva de calibracion correspondiente a cada
caso. El porcentaje de precipitacion se calculé considerando concentraciones y volimenes inicial
y final de cada muestra en ensayo.

DISCUSION DE RESULTADOS

Titulacion potenciométrica

En la Figura 2 se presentan las gréficas de titulacion potenciométrica de ambas muestras de
quitosan. Se obtuvieron curvas que contienen 2 puntos de inflexion cada una. Los valores de los
puntos de inflexion se calcularon a partir de la primera derivada de los datos.
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Figura 2. Curvas de titulacién para el quitosan de la marca Sigma (derecha) y
marca Coyote Foods (izquierda). En la parte izquierda de cada gréfica se
muestra la primera derivada, los maximos corresponden a los puntos de
inflexion.

La diferencia entre los puntos de inflexion en la curva indica la cantidad de acido requerido para
protonar los grupos amino del quitosan, y la concentracién de éstos se determina mediante la
siguiente ecuacion por Parada y col. (2004):

<

NH2=16'1(/_X/‘f
W

donde: y es punto de inflexion mayor; x es punto de inflexion menor; f es molaridad de la

solucion de NaOH; w es peso en gramos de la muestra; 16.1 es valor relacionado al peso

equivalente del quitosan.

De acuerdo a la anterior ecuacion se cuantificaron porcentajes de grupos amino (Tabla 1):

67.62% y 70.84% para el quitosan de la marca Coyote Foods y para el de la marca Sigma,

respectivamente.



TABLA 1. RESULTADOS DEL ANALISI§ DE LA PROPORCION DE GRUPOS
AMINO DE LAS MUESTRAS DE QUITOSAN. SE MUESTRA LA MEDIA DE TRES
EXPERIMENTOS.

Muestra Y (ml) X (ml) Y-X (ml) %NH,
Quitosan de Coyote Foods 53 32 21 67.62
Quitosan de Sigma 67 45 22 70.84

Se aprecia (Tabla 1) que quitosan de Sigma se caracteriza por un porcentaje de desacetilacion
ligeramente mayor que la muestra de Coyote Foods. El porcentaje de desacetilacion obtenido en
el caso del preparado de Sigma fue similar a reportado por Parada y col. (2004) en un estudio
realizado.

Analisis espectrofotométrico

El método descrito por Samejina (1974) fue modificado debido a que al aplicarlo en forma
reportada en ensayos preliminares no se obtenia la coloracion ninguna. Primeramente, para
preparar la solucién de ninhidrina se utiliz etanol, ya que 1-butanol reportado por Samejina
(1974) no se mezcla con agua dificultando la separacion de la fase con quitosan. En el buffer de
boratos (pH 7) utilizado por Samejina para solubilizacién de quitosan, no se lograba obtener la
solucion homogénea de ambas muestras de biopolimero, por lo que se sustituyd por el acido
clorhidrico. Ademas, la concentracidn de ninhidrina se elevé en 20 veces en comparacion con la
técnica original ya que a menor concentracion de ésta en la reaccion con quitosan no se lograba
la formacion de croméforo, a pesar de que en el ensayo patron realizado con aminoacido leucina,
la ninhidrina fue muy efectiva aun a baja concentracion (datos obtenidos pero no presentados).
Solo después de ajuste de los factores mencionados se logré a obtener las curvas de calibracion
presentadas en la Figura 1. Las curvas de calibracion fueron reproducibles en los ensayos
repetidos en diferentes dias. Se aprecia que la pendiente de las rectas varia al utilizar quitosan
proveniente diferentes marcas comerciales. Esto puede ser relacionado tanto con la diferencia
detectada en grado de desacetilacion (Tabla 1), como en algunas otras caracteristicas de
biopolimero (como peso molecular, fuente de origen, método de extraccion y por lo tanto la
presencia de compuestos adicionales, etc.). Los resultados indican que para el monitoreo de la
concentracion de quitosan se debe utilizarse la curva patrén obtenida con las soluciones madre de
biopolimero de cierta marca comercial, el cual se utiliza en el ensayo de interés.

Obtencion de nanoparticulas magnéticas

La formacién de las particulas fue apreciada en forma visual comprobando sus propiedades
magnéticas por medio de interaccion con el magneto aplicado para la remocion del precipitado
del medio de la reaccion. Las muestras obtenidas se enviaron para su caracterizacion en el Centro
de Investigacion en Quimica Aplicada (Saltillo). ElI porcentaje de quitosan removido en el
precipitado se presenta en la Tabla 2. Se demostré que una parte de quitosan se une con las
particulas de magnetita y la eficiencia del proceso puede ser monitoroeada por medio de la
técnica espectrofotométrica seleccionada. Se aprecia que al aumentar la concentracién de
quitosan el porcentaje de remocion disminuye. Esto indica que se tiene un cierto nimero de sitios
de adsorcion de biopolimero que se satura a cierta concentracion de éste y al aumentar la
concentracion inicial mayor parte de quitosan se queda en la suspension sin unirse a las particulas
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magnéticas. La mayor coprecipitacion se observo en el caso de quitosan de marca Sigma. De tal
manera que los ensayos se realizaron bajo las mismas condiciones, la diferencia puede ser
atribuida a las caracteristicas de los preparados empleados. El porcentaje del quitosan de marca
Coyote Foods parece acercarse a la saturacion a concentraciones menores que el quitosan de la
marca Sigma-Aldrich, esto puede ser atribuido al menor peso molecular de éste ultimo quitosan.
Los resultados obtenidos indican que la concentracion de quitosan puede ser considerado como
un parametro que puede ser optimizado en los estudios posteriores.

TABLA 2. RESULTADOS DE VALORACION DE REMOCION DE QUITOSAN DE LA
SOLUCION INICIAL DESPUES DE LA OBTENCION DE NANOPARTICULAS

MAGNETICAS.
Quitoséan aplicado en ensayo, Porcentaje de remocion de solucion inicial,%
g/ml Con quitosan de Coyote Foods Con quitosan de Sigma
0.005 6.54 11.65
0.01 3.98 5.75

CONCLUSIONES

Se demostr6 que quitosdn de Sigma se caracteriza por un porcentaje de desacetilacion
ligeramente mayor que la muestra de Coyote Foods. La técnica de monitoreo de concentracion de
quitosan con ninhidrina fue instalada en condiciones de laboratorio con ciertas modificaciones y
empleada para deteccion de biopolimero en ensayo de obtencidon de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas. Se demostré que una parte de quitosan se une con las particulas de magnetita lo
que depende tanto de la concentracion inicial de biopolimero como de caracteristicas del
preparado empleado en el ensayo.
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